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摘要:福尔马林固定标本是宝贵的遗传资源, 但是如何有效利用其中的遗传信息一直存在问题。本文尝试从标本
预处理、消化、PCR扩增各方面综合考虑和优化改进, 成功提取并扩增 21 头福尔马林固定白 豚标本线粒体 DNA
控制区 410 bp 片段。采用了 3种预处理方法尽量去除固定标本中残存的甲醛, 从试验结果来看, 从酒精梯度+ 临
界点干燥处理的标本中提取的 DNA 在扩增时具有明显优势。通过蛋白酶 K 消化过程中对于酶的浓度、温浴时间
的比较试验,发现随着采用大幅提高酶浓度、延长消化时间等高强度的蛋白酶消化操作后, DNA的质量和产量均得
到显著提高。针对标本 DNA降解严重的特点, 设计特异性好且长度合适的引物以及使用巢式引物扩增,均提高了
标本 DNA扩增的特异性和灵敏度。通过对所测得的 21头白 豚线粒体 DNA 控制区部分序列的对比, 发现全部个
体在该片段上的序列完全一致,说明白 豚遗传多样性极低。
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子迅速交联( Crosslinking) , 在组织中产生一个稳定、
紧密的交联网, 从而可以很好地保持生物体形态, 因









现困难[ 1, 2] ;生物大分子间的交联过甚可能会剪切
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不足 100 头[ 7, 8] , 在 IUCN 红皮书中被列为极危级

















11  材料  用于本研究的标本材料为中国科学院





表 1 本研究白 豚标本的不同取样器官
Tab1  Different sampling organs of baiji specimens in this study







BJ17、18 肠 Intest ine
续表




12  标本的预处理  取不同个体的组织标本约
50mg, 用无菌剪刀剪碎,分别使用以下 3种预处理方
法以去除甲醛: ( 1)酒精梯度置换甲醛法, 参照 Fang
等[ 5]的方法, 略加修改, 增加用 TE 80 缓冲液( 10
mmol/ L Tris HCl, 1mmol/ L EDTA, pH 80)漂洗浸泡
的步骤。 ( 2) GTE ( 100 mmol/ L glycine, 10 mmol/ L
TrisHCl, 1 mmol/ L EDTA, pH 80) 浸泡置换甲醛
法[ 12]。( 3)酒精梯度浸泡+ 临界点干燥法( HITACHI
HCP2临界点干燥仪) [ 5]。
13  基因组 DNA的提取和纯化  将预处理后的样
品组织加入消化缓冲液 400 L 进行 56  消化。消
化缓冲液为 Tris 10mmol/ L, EDTA 1 mmol/ L, SDS




规酚氯仿抽提纯化, 再加入 1/ 10体积 3 mol/ L 醋酸
钠和两倍体积无水冷乙醇- 20  沉淀 10 h以上,沉
淀经 70% 乙醇洗涤、室温干燥后用 ddH2O溶解备
用。对于经上述处理后还是难于 PCR 扩增的样品
DNA,常用 DNA纯化试剂盒( Biostar)对 DNA进行一
次纯化或用酒精多次洗涤。
14  PCR 扩增  PCR扩增分别使用了两对线粒体
DNA控制区引物,一对为借用引物 L和H[ 9] ,因扩增效
果不理想,于是利用已测出的白 豚!淇淇∀Dloop全序
列(个人资料)设计另一对引物: L15GACCAGTTAAA
GCCCGTAT3 # , H1 5 #AGGCCATAGCTGAGTCGA3 #。
PCR扩增体系总体积为 50L: KCl 50 mmol/ L, Tris
HCl 10 mmol/ L, Mg2+ 20 mmol/ L, 引物 05 mol/L,
TaqDNA聚合酶2 unit , dNTPs 200 mol/L, 模板 8L,
另设一空白对照, 除以 ddH2O 代替模板外, 其余组
分相同。
141  引物 L1+ H1的常规 PCR扩增  常规 PCR
扩增 L1+ H1反应采用Touchdown PCR程序扩增,扩
增参数为首先 94  变性 4min, 接着进行 6 次循环,
每循环包括 94  变性 1 min, 62  退火 1 min, 72  延
伸 1 min,每循环退火温度降低 1  直至 56  , 再进
行 35个循环,每循环包括 94  变性 30 s, 56  退火
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30 s, 72  延伸 1 min,最后72  延伸 7 min。
142  引物 L1+ H1的巢式 PCR扩增  巢式 PCR
扩增 L1+ H1,第一轮扩增用自行设计的外引物 F+
R ( F 5#ATTTGTCCATACGACCAGTT3# , R5# TTG
GTTGTGCTAGTCCAATC3# ) , PCR扩增反应总体积减
为25 L, 模板减为 4 L, 其他组分终浓度同上。
PCR扩增参数为 94  变性 4 min,之后进行 30个循
环,每循环包括 94  变性 30 s, 56  退火 30 s, 72  
延伸 1 min, 最后 72  延伸 7 min。然后取 1 L 一次
扩增产物(视一次 PCR产物的量进行模板稀释)作
为模板进行引物 L1+ H1 的二次扩增,扩增体系及
扩增参数同上面 L1+ H1常规PCR扩增。





21  福尔马林固定标本 DNA提取  利用上述预处
理、消化、纯化步骤共提取出 21头白 豚的基因组








看出,固定标本的 DNA 大多数降解严重, 但也有部
分个体保存较好(约可达 10 kbp)。
图 1  从福尔马林固定白 豚标本中提取 DNA 电泳检测图
Fig. 1  Genomic DNA extracted from formalinfixed baiji tissues run
   onto agarose gels
M示 DNA分子量标记DL2000+ DL 15000;固定起始时
间 1 6: 1983  1988; 7: 1982, 8: 1979; N示阴性对照
LaneM indicates the molecular weight size marker DL 2000+ DL
15000.Lanes 1  6: fixat ion dates of tissues were between 1983 and
 1986; lane 7: 1982; lane 8: 1979; Lame N: negat ive control.
  图 2比较了优化消化过程前后 DNA的提取效
果,随着消化时间的延长(由 24 h增至 64 h)和蛋白
酶K浓度的增高(由 05 mg/ mL 增至 10 mg/ mL) ,
除了第三个标本( c和 c# )始终无 DNA出现外,其他
三个标本提取的 DNA 产量均明显增高, 同时 DNA
的片段长度也明显增加。但是酶浓度和消化时间的
最优条件应该是根据不同组织而有所差异,对于肝
肾组织采用 05 mg/mL 蛋白酶 K在 56  消化 24 h
就能将组织块消化较彻底, 但是对于肺、肌肉这些含
基质较多的组织,往往需要 10 mg/ mL 进行 48  72
h才可以得到较多的 DNA量。
图 2  改进福尔马林固定白 豚标本DNA提取方法前后的效果比较
Fig. 2  Comparison of genomic DNA extracted from formalin fixed baiji
   t issues by different digestion protocols
M 示DNA 分子量标记 DL 2000; ad示四个不同年代的标本经 24h
蛋白酶K(终浓度 05mg/mL)消化后所提取 DNA(均采用第一种预
处理方法) ; ad示对应上面四个标本经 64h和蛋白酶浓度加倍消
   化处理后DNA提取效果; N示阴性对照
LaneM indicates the molecular w eight size marker DL 2000. Lanes ad indi
cate DNA extracted by 24 h proteinase K(05mg/mL) digest ion. Lanes ad
indicate DNA of four specimens extracted by 64 h proteinase K( 10mg/mL)
    digestion. Lane N indicates the negative control





段,延长 DNA的沉降时间, 无水冷乙醇- 20  沉淀
10 h以上能得到满意的效果。








274 水   生   生   物   学   报 29卷
图 3  福尔马林固定白 豚标本线粒体 DNA 控制区 410bp 片段
   PCR 扩增产物电泳图
Fig. 3 The 410base pair fragment of themitochondrial control region fromDNA
   extracted from formalinfixed baiji tissues
M示 DNA 分子量标记 200bp ladder Lane M indicates the molecular
    weight size marker 200 bp ladder
  部分样品 DNA质量较差,采用常规扩增无条带
出现,改用巢式 PCR扩增。图 4为部分DNA样品采
用常规和巢式两种扩增方法扩增L1+ H1, 并将所得




图 4 采用常规 PCR 和巢式PCR扩增效果比较电泳图
Fig4  Comparison of diff erent amplif ication results by conventional PCR
    and nested PCR
AF示 6个标本采用常规 PCR 扩增H1+ L1; A#F# 示 6个标本改用
巢式 PCR 扩增H1+ L1;M 示 DNA分子量标记 100 bp ladder;N 示阴
   性对照
Lanes AF indicate 6 specimens amplified by conventional PCRLanes A#F#
indicate the same 6 specimens amplified by nested PCRLane M indicates
the molecular weight size marker 100 bp ladderLane N indicates the
   negative control
23  序列测定与多样性分析 
测定并比对了 21头白 豚个体线粒体控制区
接近中间区段 320 bp的序列(即 Liu等所测得的白
豚线粒体DNA控制区全序列921 bp编码的 251 
570 bp[ 9] )。所有个体在这一区段都具有相同的序
列,为同一单倍型。
3  讨论
31  福尔马林标本 DNA提取及 PCR扩增  从图 1
可以看出, 1979年和 1982 年样本的 DNA分子量可
达约 10 kbp并且可以稳定扩增,从图中看不出固定
时间长短与 DNA质量之间存在着必然联系。从已
发表文献来看其他物种标本固定时间从 1  7 d到
70 d, 甚至是 1946 年都有成功提取并扩增的报
道[ 13 15] , 这也在一定程度上表明固定时间不是影






相比于 1979年和 1982年的标本 DNA, 20世纪
80年代的大多数标本的 DNA降解严重,长度基本集






和低温下固定( 4  ) ,可以明显改善 DNA保存质量。



















































果本身 DNA保存较好, 降解不严重, 则长时酒精沉
淀和考虑加入共沉剂也就显得没有必要。由于肝部












变。France and Kocher 发现福尔马林固定标本 DNA
的PCR产物直接测序的序列与新鲜样本比较并没
有发生修饰, 可以作为一个有效的 DNA 序列的来
源[ 20]。然而Williams 等则指出福尔马林标本 DNA
序列即使用直接测序的方法也发现了很高的人工突











Cuvier)的 720bp线粒体 DNA Dloop序列中, 发现了
13个变异位点, 定义了 17 种单倍型, 平均每 55 bp
有一个变异位点,每 5个个体可检测到 1种新的单
倍型[ 22]。而濒危的北黑露脊鲸( Eubalaena glacialis
Muller)的 180个个体的500 bp Dloop片段中也发现
了 5种单倍型[ 23] ,只有被 IUCN同列为极度濒危物
种的小头鼠海豚 ( Phocoena sinus Norris and McFar
iand) ,在测定了其 43个个体的 Dloop 5∃端 322 bp片













对 20头长江中下游白 豚个体的线粒体 DNA的同
一片段的分析中发现了两个变异位点和 3 种单倍
型,但不同单倍型的比例相差较大, 分别为 5%,








措施[ 7, 8]。本研究结果证实白 豚的遗传多样性十
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DNA EXTRACTION FROM FORMALINFIXED TISSUES AND GENETIC
DIVERSITY OF BAIJI( LIPOTES VEXILLIFER)
XU LiMei1, 3 ,WAN QiuHong2 andWANG Ding1
( 1 Institute of Hydrobiology , The Chinese Academy of Sciences, Wuhan  430072; 2TheKey Laboratory of Conservation
Genetic and Reproductive Biology f or Endangered WildAnimals of the Ministry of Education, Hangzhou  310029;
3Graduate School of the ChineseAcademy of Sciences, Beijing  100039)
Abstract:Archival, formalinfixed tissue is an invaluable resource for molecular genetic study, but the utilization of nucleic acid of
formalinfixed tissue is generally problematicBecause of the negative effect of formalin on proteinase K and Taq DNA poly
merase, the crosslinking between proteins and DNA, DNA degradation and other reasons, in order to successfully extract and am
plify DNA from formalinfixed tissue, formalin removal, intensive protein digestion, DNA purification, and PCR optimization should
all be consideredIn this study, we report an integrated and modified protocol to efficiently extract and amplify DNA from baiji
( Lipotes vexillif er ) tissues, which were stored in unbuffered formalin for yearsWe used three pretreatment methods to remove for
malin: gradual dehydrat ion by alcohol, GTE buffer displacement and critical point drying, by comparison the DNA from samples
treated by critical point drying is the best in quality and quant ityIntensive proteinase K treatment including increased proteinase
K concentration and prolonged digest ion time also greatly enhances quality and quantity of DNABecause DNA from unbuffered
formalinfixed tissue was heavily degraded, a DNA target size of approximately 500bp or smaller was found to be optimal for PCR
amplification, in addition nested PCR can greatly increase the positive results of amplificationAs a result, DNA of 21 baiji speci
mens were successfully extracted and partial control region of mitochondrial DNA were amplified and sequencedAll the speci
mens have identical sequences, which indicates very low genetic diversity of baiji.
Key words:DNA extraction; Formalinfixed t issues; Genet ic diversity; Baiji
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